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RESUMEN
Presentamos un destilado de los resultados
experimentales y de las consecuencias conceptuales de
una linea de investigacion multifacética pero coherente
que abarca varias décadas.

El énfasis fundamental se hace sobre el funcionamiento
de los fagocitos en las enfermedades granulomatosas
producidas por agentes vivos y que son propias del medio
venezolano. A saber, la lepray la paracoccidioidomicosis.
En ambas se encuentra que la capacidad digestiva de
los fagocitos (macrdfagos solamente en el caso de la
lepra y polinucleares y macrofagos en el caso de la
paracoccidioidomicosis) estd en relacion directa con la
resistencia al agente causal, conlarespuesta al tratamiento,
con la forma clinica y el prondstico asi como con el tipo
de respuesta inmunologica que tiene lugar. La presencia
de una buena capacidad digestiva estd relacionada con
la respuesta inmunoldgica mediada por células linfoides
(hipersensibilidad retardada). Demostramos inicialmente
demodo inequivoco que la hipersensibilidad granulomatosa
(p-ej. la leprominica) pertenece a ese tipo de respuesta.
Asimismo desarrollamos los conceptos del procesamiento
por los fagocitos y de la interaccion entre las diversas
estirpes fagocitarias para determinar la direccion de la
respuesta inmune hacia un germen intracelular dado.
La interaccion mencionada no es unidireccional. La
informacion fluye por vias complejas y caracterizadas
solo parcialmente.

Las capacidades digestiva y letal de una célula frente
a un microorganismo son funciones interrelacionadas
pero no necesariamente idénticas. Tienen mucho que
ver con las paredes celulares de los gérmenes causales.
Asimismo, en las entidades estudiadas, las deficiencias
en esas propiedades son especificas. Ello tiene valor
incluso para la caracterizacion de la individualidad de
especies patogenas relacionadas (v.g. el Paracoccidioides
brasiliensis y la Loboa loboi).

Se hizo énfasis en el estudio del “organo de choque”
(la mejor forma de apreciar una obra de teatro es ver una
representacionde lamisma). Ast estudiamos la interaccion
neutrdfilos, macrofagosy P.brasiliensis en células obtenidas
directamente del espacio broncoalveolar. Disefiamos
asimismo un método para estudiar las células del exudado
dérmico subcutdneo.

Finalmente, efectuamos una puesta al dia de los
hallazgos mds importantes, en nuestra opinion, ocurridos
en la iltima década, en el drea de conocimiento que nos
ocupa. Se hizo énfasis mds en el aspecto conceptual que en
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los detalles técnicos. Si bien estos tiltimos se encuentran
en las referencias citadas.

Nos haparecido llamativo el parentesco que se ha hecho
evidente entre los procesos que emplean los organismos
patogenos y las células fagocitarias para llevar a cabo
sus correspondientes tareas. Entre ellas, la migracion
a través de endotelios y epitelios y la fagocitosis. Asi
como los procesos de reconocimiento de las estructuras
de las membranas y la influencia de factores bioquimicos
y hormonales.

La filosofia general del trabajo es la de un esfuerzo
para concentrar la informacion obtenida en mucho tiempo
por la labor investigativa publicada por varios autores
y nosotros mismos. De esta manera, tratamos de hacer
posible una presentacion que merezca no solo la atencion
de los especialistas en el tema sino también de los médicos
y biologos en general.

Palabras clave: Digestion intracelular. Fagocitosis.
Granulomas. Hipersensibilidad retardada. Lepra.
Macrofagos. Neutrdfilos. Paracoccidioidomicosis.

SUMMARY

We present the gist of experimental findings and
conceptual results of a multifaceted, but coherent, line of
research. The latter spanned several decades.

Main emphasis is over the functioning of phagocytes in
two granulomatous diseases produced by live organisms
prevalent in Venezuelan environment. Namely, leprosy and
paracoccidioidomycosis.

Inbothinstancesitwas foundthatthe digestive capacity
of phagocytes (macrophages only in leprosy and neutrophils
and macrophages in paracoccidioidomycosis) towards
the respective causative microorganism, was in direct
relationship to resistance to the latter. It also was congruent
with response to therapy, clinical form and prognosis and
with the kind of specific immune response.

A good digestive ability is related to cell-mediated
(delayed) immunity. We showed unequivocally, that
granulomatous hypersensitivity (e.g. the Mitsuda reaction)
is mediated by lymphoid cells.

We also developedthe concepts of phagocyte processing
and that of interaction between diverse phagocytic cells
to determine the direction of an immune response against
a given intracellular parasite. This interaction is not
unidirectional .Information flows by routes that are complex
and only partially characterized.

Digestive and lethal abilities of a phagocyte against a
given microorganism are interrelated, but not necessarily
identical functions. They have a lot to do with cell walls
of microorganisms. In addition, in the diseases studied,
deficiencies in these properties are specific. This applied
to the point of having value to determine individuality of
related pathogenic species(e.g. P.brasiliensis and L.loboi).
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We also emphasized studying the “shock organ’ (the best
way to appreciate aplay is to attend its representation). Thus,
we explored the interaction of neutrophils, macrophages
and P. brasiliensis in cells directly obtained from the
bronchoalveolar space. We also designed a chamber to
study cells from subdermal exudate.

Finally, we did an update of the most relevant findings
(from our viewpoint and in our area of interest) that have
taken place in the last decade. We stressed concepts rather
than technical details (for the latter see references).

Phagocytic cells and invading pathogens do employ
related mechanisms to perform their respective tasks.
Among these are migration through endothelia and epithelia
and phagocytosis, recognizing membrane structures and
the influence of biochemical and hormonal factors.

The general philosophy of this work is that of an effort
to concentrate information obtained in a long span by
research published by several authors and ourselves. In
this fashion we tried to make a presentation that might
interest not only specialists in the field, but also physicians
and biologists in general.

Key words: Intracellular digestion. Phagocytes.
Granulomas. Delayed hypersensitivity.  Leprosy.
Macrophages. Neutrophils. Paracoccidioidomycosis.

INTRODUCCION

La inmunologia comienza como ciencia con
una neta divisién entre los aspectos humorales
preconizados por Ehrlich y los celulares abanderados
por Metchnikoff. La diferencia en los enfoques
nace quizd de las bases de la formacién inicial
de esos grandes cientificos. Ehrlich tenia una
orientacion inicial hacia la ciencia de las tinciones
y la quimica. Metchnikoff era originalmente un
zoologo. Es muy interesante que en esta disciplina
donde el reconocimiento de lo propio y de lo extrafio
es tan importante; asi como en la psiquiatria y la
dermatologia similares en ese sentido, el aporte judio
haya sido tan fundamental (Figuras 1y 2).

Los conocimientos tedricos y las aplicaciones
practicas de la inmunologia a fines del siglo XIX
y la primera mitad del siglo XX se desarrollaron
sobre todo en el aspecto humoral. Las caracteristicas
de las proteinas séricas que llamamos anticuerpos
y los efectos de su uniéon con los antigenos de
composiciéon relativamente sencilla o al menos
definible, iluminan los anales de la inmunologia en
esta época. La inmunoterapia pasiva (antidiftérica,
antitetanica, antiofidica) y las vacunaciones con
toxoides constituyeron los hitos iniciales. Siguieron
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Figura 1. Elie Metchnikoff (tomado de la Internet).

Figura 2. Paul Ehrlich (tomado de la Internet).

las vacunas antivirales (anti-poliomielitis, varicela,
sarampién, fiebre amarilla, hepatitis). Luego vinieron
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los desarrollos fundamentales en la quimica de las
proteinasy laestructura de las inmunoglobulinas y su
caracterizacion precisa. Asimismo,ladefinicion clara
de los conceptos de determinante antigénico asi como
de las variantes matematicas de la unién antigeno/
anticuerpo y el rol del complemento tanto en los
mecanismos de defensa como en aquellos que median
el dafio inmunolégico. Todo lo anterior predominé
en los avances que tuvieron lugar hasta bien entrada
la era atbmica y se extienden a nuestros dias. En ello
deben incluirse los adelantos en el conocimiento de
los grupos sanguineos y por ende las transfusiones
de eritrocitos y de plaquetas.

El brazo celular se origind también a fines del
siglo XIX y sus primeras aplicaciones nacen también
enesaépoca (las intradermorreacciones diagndsticas
y prondsticas). Poco después se desarrollan el
conocimiento y aplicaciones de la inmunologia
epicutdnea v.g. las pruebas de contacto. No obstante
los conceptos fundamentales de la inmunidad celular
centrados en el linfocito (identificado luego como el
linfocito T) tuvieron que esperar al desarrollo de los
procedimientos de trasplante de células y de cultivode
tejidos, del marcaje isotépico del ADN y de avances
en dptica, citoquimica, microscopia electronica y de
la inmunocitoquimica. Estos avances se hicieron
inicialmente manifiestos durante el decenio que va
de fines de los 50 a fines de los 60 del siglo pasado
y s€ mantienen en progreso hoy.

El concepto didactico de los dos brazos de
la respuesta inmunoldgica; separados e incluso
divergentes, se ha modificado para llegar a uno de
vasos comunicantes los cuales se interrelacionan a
diferentes niveles. El esquema final, unificador (el
cual seguramente incluird mecanismos de control e
interaccién que van mas alld de lo que hoy entendemos
como sistema inmunoldgico) estd atin elaborandose.
Solo podemos vislumbrar y no con mucho detalle
aun, su aspecto definitivo.

Gran parte del desarrollo de la inmunologia se
hizo usando liquidos o reactivos hidrosolubles o que
podian dispersarse en el agua. El resultado biolégico
detectable in vitro es el de cambios en el aspecto y la
solubilidad (p.ej .turbidez, precipitacion,aglutinacién
y hemdlisis). In vivo se pueden detectar procesos
agudos o sub-agudos de inflamacién. Ello va desde
la visualizacién de la vasodilatacién hasta la puesta
en evidencia de las contracciones de los musculos
lisos bronquiales o intestinales mediante aparatos
especiales y representaciones graficas.

Nuestro interés se dirigié en cambio hacia las
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particulas vivientes. (Microorganismos procarioticos
y eucariéticos) y los mecanismos de defensa tisular
contra la accion de estos microorganismos. Muchos
de estos ultimos producen importante dafio, pero esto
aparece después de una prolongada convivenciaentre
el huésped y el parasito.

Las variadas afecciones producidas comparten
muchas caracteristicas. Los gérmenes productores
son pardsitos intracelulares. Los mecanismos
de ingreso al cuerpo son variables pero en
todos intervienen predominantemente las células
fagocitarias (descubiertas por Metchnikoff). Ellas
ingieren a los microorganismos causales y, cargadas
de ellos, son capaces de migrar y asi llevar a la
colonizacién progresiva del huésped. Los fagocitos
también interaccionan entre si y existen procesos de
transferencia de carga parasitaria tanto entre células
de una misma estirpe como entre estirpes diferentes.
Esto incluye la fagocitosis entre polimorfonucleares;
la ingestion de polinucleares por macréfagos y de
macrofagos por otros macréfagos asi como la fusion
de estos ultimos.

No todos los huéspedes en contacto con un parasito
sufren de enfermedad detectable. Es posible sin
embargo, la supervivencia prolongada no patogénica
(aparentemente) de organismos causales en el seno
del huésped. Larespuestainflamatoria que desarrolla
el huésped llega a ser un granuloma. Se entiende por
tal un foco inflamatorio sub-agudo o crénico de cuya
estructura forman parte fundamental los macréfagos
y células derivadas de estos. Las caracteristicas
histolégicas y funcionales de ese granuloma varian
de acuerdo a la cronologia del proceso, al drgano
afectado, al germen causal y a las peculiaridades del
huésped individual o de los subgrupos de los cuales
forma parte.

Existen diferencias notorias, pero también
similitudes resaltantes, entre los procesos de
colonizacién exdégenos mencionados hasta ahora,
y los procesos de proliferaciéon y colonizacién
endégenos constituidos por los tumores sobre todo
por los malignos. En algiin momento podra existir
una integracién conceptual entre ellos. Sin embargo,
nuestro énfasis fundamental en el trabajo investigativo
fue sobre las interacciones entre las células del ser
humano y los microorganismos intracelulares que
producen enfermedades crénicas granulomatosas.
Sobre todo aquéllas que son propias de nuestro medio.
En especial en dos de ellas, la lepra inicialmente
y la paracoccidioidomicosis después. Nuestro
interés ha sido en gran parte biolégico mas que
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inmediatamente practico. No se tratade investigacion
basica ni tampoco aplicada sino mas bien aplicable.
El conocimiento adquirido permite vislumbrar
similitudes entre variados procesos granulomatosos
producidos por agentes vivos. Estas semejanzas se
revelan progresivamente como aparecian las imagenes
en las fotos “Polaroid”. Es sobre estos aspectos que
versara el trabajo que presentamos hoy.

PASOS INICIALES

La formacién de granulomas puede deberse a
fenémenos de hipersensibilidad. La reaccion de la
lepromina (o de Mitsuda) es el prototipo clinico de
este fenémeno (Figura 3). Desarrollamos un modelo
en el cobayo y demostramos que con suspensiones
de M. leprae purificadas por medios enzimaéticos
podiamos sensibilizar a animales de esa especie e
inducir la formacién de granulomas. La inyeccion
de esas suspensiones en las almohadillas plantares
producian reacciones en los ganglios linféticos
drenantes similares a las causadas por estimulos
antigénicos convencionales.

Figura 3. Granuloma tuberculoide. Prueba de Mitsuda
positiva.

Larespuesta granulomatosaintradérmica podia ser
transmitida pasivamente por células linfoides vivas
de animales isologos. No asi por células muertas ni
por el suero.

El desarrollo de granulomas inmunes en esos
animales era bloqueado por el uso del methotrexate.

Existia reactividad cruzada entre el M. leprae y
otras micobacterias como el bacilo de Calmette y
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Guérin (BCG) M. kansasiiy M.phleientre otras (1-7).

Lareactividad cruzada se situabaanivel delapared
celular y no del protoplasma de las micobacterias.
Convit y su grupo demostramos por métodos
tintoriales que en el ser humano la positividad de la
leprominorreaccion y por ende la formacién de un
granuloma “inmune” se acompafiaba de la digestion
intracelular de los M. leprae matados por el calor;
inyectados en personas normales o en pacientes con
lepra tuberculoide. Esto no ocurria con pacientes
lepromatosos o con personas lepromino-negativas. No
obstante, si se mezclaban suspensiones de M. leprae
con otras micobacterias v.g BCG, aun los lepromino-
inertes formaban granulomas que digerian a las
micobacterias inyectadas. Este hallazgo de Convit,
formé la base de su disefio de la vacuna BCG/M.
leprae que él ha preconizado como preventiva del
mal de Hansen (8-11).

Todolo anteriorintroduce el conceptode larelacion
(al menos cronolégica) entre la hipersensibilidad
celular, la resistencia a afecciones intracelulares y
la digestion de los microorganismos intracelulares
causales. El incremento de la capacidad digestiva
puede tener, sin embargo, un espectro mas
amplio que el sefialado por la reactividad cruzada
inmunolégica. Mackaness demostré6 que los
macréfagos peritoneales de ratones sensibilizados
con BCG vivos incrementaban su capacidad digestiva
contra la Listeria monocytogenes (otra bacteria
intracelular) aunque no habia reactividad cruzada
entre la Listeria y el BCG. Los BCG muertos que
también pueden inducir sensibilidad alatuberculinano
eran capaces de provocar el incremento de capacidad
digestiva contra la Listeria (12-14).

Nosotros llevamos el modelo de Mackaness al
cobayo, animal de eleccién para el estudio de la
hipersensibilidad celular. Inducimos en ellos los
diversos prototipos de esta a saber: dermatitis por
contacto frente al Dinitroclorobenceno (DNCB),
hipersensibilidad de rechazo de injertos (usando
cobayos de cepasisologas e injertos de piel y estimulos
adicionales intraperitoneales asi como también las
inyecciones de BCG viables que emple Mackaness).
Disefiamos un método exquisitamente cuantitativode
las capacidades digestivasy letales de los macréfagos
invitro. Confirmamos el incremento de la capacidad
letal de los macréfagos de animales (esta vez cobayos)
sensibilizados contra el BCG frente a la Listeria
monocytogenes. Encontramos, sin embargo, que tal
incremento no existia en los macréfagos de animales
sensibilizados con el DNCB ni en aquellos con
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inmunidad de rechazo de injertos. Sostuvimos que
estosresultados indicaban caracteristicas diferenciales
entre lallamadahipersensibilidad bacterianay las otras
formas de hipersensibilidad mediada por células. La
simple administracién de paredes celulares de BCG
no era suficiente para provocar este incremento (15).

El alcance exacto y la definicién precisa de las
implicaciones de los hallazgos sefialados no estaban
claras en la época en la cual se hicieron ni teniamos
una explicacién precisa de ellos. Por eso para hacer
posible la publicacién tuvimos que usar un lenguaje
ambiguo. Pienso que con el conocimiento actual
sobre las diversas linfoquinas y citoquinas y sus
propiedades, pudiera conseguirse ahora una mayor
precision en los conceptos.

Diseflamos asimismo una cdmara dérmica para
uso experimental en cobayos. Ella permitia inducir
exudados inflamatorios en su interior y cosechar in vivo
células de manera secuencial. El interés de esto no
se halla solo en la parte citolégica; ya que esta tltima
se estudiaba ya por el método de la ventana cutdnea.
Nuestro método permite probar la funcionalidad de las
células obtenidas. Encontramos que los macréfagos
cosechados eran sensibles in vitro a la accion de las
linfoquinas. Asi se producia la inhibicién especifica
de la migracién macrofagica (16) (Figura 4).

Figura 4. Camara dérmica en el cobayo. Cosecha del
exudado.

Hasta entonces, mucho de nuestro interés se
orientaba hacia la lepra. (Una afeccion intracelular
producida por una micobacteria no cultivable la cual
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crece en el interior de los macréfagos) asi como
hacia los propios macréfagos. Estas células en los
enfermos con formas graves,nodigerian alas bacterias
que albergaban y los pacientes no desarrollaban
hipersensibilidad granulomatosa hacia las paredes
de esas bacterias. Nuestro énfasis se dirigié luego
a otro grupo de células fagocitarias, los neutréfilos
y a otro patdgeno esta vez eucariota (Un hongo, el
Paracoccidioides brasiliensis). Deseabamos precisar
ademas las diferencias conceptuales entre el poder
digestivoy lacapacidad letal de unaestirpe fagocitica
determinada.

EL POLINUCLEAR NEUTROFILO Y EL
PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS

El neutréfilo (PMN) se origina en la médula
6sea y migra a la circulacién pero luego es capaz
de atravesar de nuevo los capilares y reentrar en los
tejidos. El proceso que lleva desde la corriente al
revestimiento endotelial y luego atravesar aeste tltimo
e ingresar a los tejidos circundantes esta regido por
una compleja interacciéon. Lo mads resaltante de esta
serd mencionado luego.

Entre las muchas funciones conocidas del PMN
exploramos in vitro las siguientes: la prueba de
mieloperoxidasa, la activacion metabdlica estimada
por la prueba del nitroazul de tetrazolio (NBT), la
fagocitosis de particulas inertes (como el latex), la
fagocitosis de gérmenes causales, la adherencia en
fibras de nylon, el estiramiento in vitro,la migracion
al azar y la quimiotaxis en cdmara de Boyden, el
poder digestivo frente a la Candida albicans) y al
Paracoccidioides brasiliensis y la capacidad letal
frente a esos mismos organismos (17). Como se verd
luego es interesante la distincion conceptual entre las
capacidades digestiva y letal.

Los PMNs estudiados fueron obtenidos en la
mayor parte de los experimentos a partir de la sangre
periféricay purificados por sedimentacién en dextran.
También obtuvimos PMNs (y macréfagos ver mas
adelante) por lavado bronco-alveolar.

El Paracoccidioides brasiliensis (PARA) es un
hongo dimorfo, filamentoso a temperatura ambiente
y levaduriforme a 37 grados o a 34 grados (Esto es
exactamente lo contrario de lo que ocurre con la
Candida albicans). Su aspecto clasico es el de una
levadura multigemante en rueda de timén. Al crecer
en medios liquidos forma acimulos de tamafios
y formas variables los cuales no son féciles de
desagregar. Esto es fundamental ya que no pueden
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hacerse estimaciones cuantitativas fidedignas directas
a partir de esos acimulos. Diseflamos entonces un
método mediante el cual suspensiones lavadas de P.
brasiliensis cosechadas al final de la fase logaritmica
de crecimiento (o comienzos del plateau) fueron
sometidas a ultrasonido (sonicadas) empleando un
dispositivo disefiado por nosotros en el cual usabamos
una ultramicropunta. La fagocitosis y la capacidad
digestiva fueron estimadas por preparaciones PMN/
Paracoccidioides sonicados mantenidos a 37 grados
enunaruedarotatoria. Los intervalos 6ptimos fueron
determinados por tanteo. Las proporciones hongo/
PMN fueron hechas 6ptimas del mismo modo. Las
preparaciones fueron estudiadas por tincién con
una variante del método de Papanicolaou y con
microscopia de contraste de fases. Se probaron
otros métodos de coloracién y el método de
Papanicolaou modificado fue el que proporcioné los
mejores resultados. Estos udltimos fueron validados
inicialmente mediante observaciones con microscopia
electrénica (18,19) (Figuras 5y 6).

La estimacién de la capacidad letal de los
PMNs frente a organismos como el S. aureus pej.
es relativamente sencilla. Se hace después de la
incubacién de suspensiones de esos fagocitos con
los microorganismos usando métodos tradicionales
de cultivos en medios usuales y recuento de colonias.
En el caso de los PARA en cambio, hay importantes
problemas técnicos. El crecimiento de los hongos
es lento, se necesitan medios de cultivo especiales
ya que los medios usuales son inhibitorios para
este microorganismo. En especial encontramos
que en el PARA existe un fenémeno que habia sido

Figura 5. Un paciente con paracoccidioidomicosis.
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Figura 6. Fagocitosis de Paracoccidioides brasiliensis
por un macréfago in-vitro. Microfotografia electrénica.

anteriormente descrito en el Histoplasma capsulatum.
Se trata de la existencia de variaciones notorias de la
eficiencia de plaqueo en funcion de la densidad de
las formas levaduriformes. Daremos un ejemplo.
Una suspensién con 1 000 levaduras por mL origina
1 000 colonias. Ellas llenan una placa de Petri de
modo tal que es dificil contarlas. Unadiluciénal 1/10
de la anterior, esto es 100 levaduras, no produce 100
colonias (nimero que es facil de contar) como seria
de esperar; sino mucho menos con una eficiencia
de plaqueo infima. Disefiamos entonces un método
original de filamentacién in vitro donde observamos la
germinacion de levaduras colocadas en gotas de agar
a temperatura ambiente. Las levaduras filamentadas
pueden verse con contraste de fases o colorearse.
El método es mucho mds exacto, y sobre todo mas
rapido y evita el problema mencionado arriba (20).

Los resultados obtenidos pueden resumirse asi:
los PMNs de sangre periférica de pacientes con
paracoccidioidomicosis poseian funciones generales
similares a las células de personas normales o de
pacientes con otras enfermedades granulomatosas.
Esto es, fagocitaban particulas inertes o C. albicans,
se activaban con endotoxina, migraban en la cimara
de Boyden, se estiraban y se adherian de manera
comparable a la de los PMNs de grupos de control.
También fagocitaban al PARA y digerian y mataban a
las C. albicans de modo comparable a los neutréfilos
de personas sanas o de aquellas con otras enfermedades
granulomatosas.

La peculiaridad estaba en que los neutréfilos
de la sangre periférica de pacientes con para-
coccidioidomicosis no digerian ni eran capaces de
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matar a los hongos causales como si lo hacian los
fagocitos de control. Se trataba por lo tanto de un
defecto especifico de la capacidad de digestién de
esas células frente al P. brasiliensis. En nuestros
experimentos encontramos que la capacidad letal y
la capacidad digestiva eran funciones relacionadas
pero no idénticas (21,22).

Existia una relacién concordante entre los
siguientes pardmetros: magnitud de la insuficiencia
digestiva, magnitud de la insuficiencia de capacidad
letal, ausencia de hipersensibilidad retardada
frente a la paracoccidioidina (estimada por la
intradermorreaccién correspondiente), elevacion
de los anticuerpos circulantes ante antigenos de
Paracoccidioides (estimados por inmunodifusién)
y la intensidad y gravedad del cuadro clinico y
eventualmente radiolégico. Hay casos especiales
que ilustran claramente estas relaciones.

Unamujer conun paracoccidioidoma solitario del
vermis cerebeloso como lesion unica, fue operada
(la extirpacién permitié el diagnéstico). La paciente
curé después de la cirugia y un tratamiento médico
profilactico. La capacidad digestiva y letal de sus
PMNs eranormal. No habia elevacion de los niveles
de anticuerpos anti PARA, pero si presencia de una
intradermorreaccién positiva. Es de notar la rareza
de la paracoccidioidomicosis en mujeres nubiles
(ver mas adelante). En cambio, los pacientes con
PARA diseminada, clinicamente curados mediante
tratamiento médico, mantenian las deficiencias
digestiva y letal de sus PMNSs.

Estudios posteriores mostraron que el suero de
pacientes con PARA no afecta las capacidades de
los PMNs de personas normales o personas con otras
enfermedades granulomatosas de digerir o matar el
hongo. Por otra parte, el suero humano normal es
incapaz de restaurar las deficiencias de los neutréfilos
de pacientes con paracoccidioidomicosis frente al
hongo causal (23).

Los PMNs de un paciente con enfermedad de Jorge
Lobo (una rarisima micosis subcutdnea, producida
por un hongo intracelular no cultivable muy similar
morfolégicamente al P. brasiliensis y que ha sido
hallado también en delfines), digerian y mataban
normalmente al P. brasiliensis in vitro. Este hallazgo
fue motivo de una publicacién ya que constituye un
s6lido argumento para sostener la individualidad del
organismo causal de la enfermedad de Lobo (24).

Si en vez de emplear hongos viables para las
pruebas de digestiéon se usan organismos matados
por el calor, la incapacidad digestiva de los PMNs
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de pacientes con la enfermedad se mantiene. No
asi si se emplean hongos matados in vitro por la
Anfotericina B, la cual actda sobre las membranas
fungicas. Estos resultados ilustran de nuevo sobre
la diferencia conceptual entre capacidades digestiva
y letal y el rol de las membranas del hongo en la
patogenia de este defecto (25,26).

UN NUEVO ESCENARIO

Se aceptaqueel teatrofundamental delainteraccién
hongos / fagocitos en la paracoccidioidomicosis
es el area broncoalveolar. Estudiamos por ello
(con la colaboracién activa e imprescindible de
los Servicios de Neumonologia del Hospital José
Ignacio Baldé, “El Algodonal ““ sobre todo en las
personas de Alex Rothenberg, Guillermo Istiriz y
Enrique Avila Milldn, junto con otros destacados
neumondlogos los cuales citamos en las referencias)
las células del exudado broncoalveolar obtenidas
mediante lavado broncoscépico de esa zona. Se
estudiaron pacientes con diferentes patologias entre
ellas paracoccidioidomicosis. Tenemos entendido
que fuimos los primeros (con la acciéon de Alex
Rothenberg) en aplicar esta técnica en Venezuela
y tuvimos que disefiar soluciones apropiadas para
mantener la viabilidad de las células del exudado
(las soluciones usuales no eran favorables en
ese sentido). Encontramos que los neutréfilos
del exudado broncoalveolar de pacientes con
paracoccidioidomicosis tenfan una deficiencia
digestiva especifica frente al hongo causal en todo
comparable a la que habiamos encontrado en los
neutréfilos de sangre periférica. Ademas hallamos
y esto es fundamental, que esa deficiencia digestiva
especifica se encontraba presente también en los
macréfagos bronco-alveolares.

Los inmunofenotipos leucocitarios en el
exudado broncoalveolar fueron relacionados con los
obtenidos en la sangre periférica en pacientes con
paracoccidioidomicosis y otras patologias. Habia
diferencias en las proporciones de las subpoblaciones
celulares entre la sangre periférica y el exudado
broncoalveolar.

En la paracoccidioidomicosis, por ejemplo, las
proporciones de células CD4 eran mas altas en el
liquido broncoalveolar.

Estos estudios abrieron la puerta a la evaluacién
de diferentes subpoblaciones leucocitarias en los
variados compartimientos corporales de pacientes
con patologias diversas (27,28) (Figura 7).
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EXUDADO BRONCOALVEOLAR

"CRUDO"
COSECHA  CELULAR
VOLUMEN TOTAL
FILTRADO
PURIFICADO LISIS
LAVADO
AJUSTE

VIABILIDAD CELULAR

SUSPENSION CELULAR
AJUSTADA

PRUEBAS DE MOVIMIENTO
Y ALTERACIONES
MORFOLOGICAS

ESTIRAMIENTO LEUCOCITARIO,
MIGRACION AL AZAR Y QUIMIOTAXIS

ANALISIS
ULTRAESTRUCTURAL
E INMUNOCITOQUIMICO

PRUEBAS FUNCIONALES DE
M® Y PMNs

FAGOCITOSIS Y DIGESTION

CARACTERIZACION ENZIMATICA
POR PROCEDIMIENTOS
CITOQUIMICOS

CARACTERIZACION DE LOS
DISTINTOS
SUBGRUPOS LEUCOCITARIOS
(POR ANTICUERPOS
MONOCLONALES)

Figura 7. Flujograma del procesamiento de la cosecha celular broncoalveolar.

En una linea de investigacion adicional sobre
miembros de la familia nuclear de pacientes
con paracoccidioidomicosis clinicamente sanos;
estudiamos la capacidad digestivade sus polinucleares
frente al P. brasiliensis. No pudimos encontrar la
deficienciaespecificadelacapacidad digestiva frente
al PARA en las células de estos familiares (29).

En los pacientes con paracoccidioidomicosis
tratados exitosamente, la deficiencia digestiva
permanecia; pese a la terapia y a la curacién clinica.

CONCRETANDO

Una afeccién granulomatosa producida por un
agente vivo intracelular se desarrolla solamente en
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una pequeiia proporcién de las personas que se han
puesto en contacto con ese agente (como lo sugiere
la elevada prevalencia de intradermorreacciones
positivas a la Paracoccidioidina en personas sin la
enfermedad).

Tanto los fagocitos de lasangre periféricacomo los
tisulares de personas con laenfermedad presentan una
deficienciadigestivaespecifica frente alhongo causal.
Estadeficienciaes armoénicacon,perono precisamente
superimponible,aladeficienciaigualmente especifica
de la capacidad letal. La deficiencia digestiva, esto
es,una deficiencia en el procesamiento, tiene que ver
con las envolturas del hongo causal (su pared y su
membranacelular). Estas estructuras son precisamente
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las relacionadas con los distintos tipos de granuloma
como se observa en la lepra y la tuberculosis y con el
estimulo de capacidades digestivas frente a variados
organismos intracelulares como hemos informado que
se aplica a la lepra, la tuberculosis y las infecciones
por Listeria monocytogenes entre otros (referencias
anteriores y 30).

EPILOGO (Como en la novela de Alexandre
Dumas padre... “Veinte Afios Después).

Hemos seguido de cerca la bibliografia en
lo referente a hallazgos recientes que agucen el
significado de los resultados que acabamos de
presentar. Incluiremos ciertos avances los cuales
consideramos de interés conceptual aun cuando no
se refieran directamente a la paracoccidioidomicosis.
Es digno de notarse que la mayoria de los estudios
experimentales se han efectuado en roedores y si bien
hay cepas de estos animales sensibles o relativamente
resistentes al P. brasiliensis, no hay un modelo
natural conocido de la paracoccidioidomicosis. Las
formas experimentales y el modo como se efectiian
las infecciones en el laboratorio, distan mucho de lo
que ocurre con los pacientes en situaciones clinicas.

Se ha hecho énfasis en las interacciones de los
fagocitos entre si; tanto en células de la misma estirpe
como en células de estirpe diferente. La interaccion,
como era quizd de esperarse, incluye procesos de
autofagiay de fagocitosis (31-36). Tanto los pardsitos
como las células defensivas siguen esquemas cuya
similitud nos revela que son estructuras vivientes
que obedecen leyes similares. Asi, son de admirar
los procesos migratorios que siguen los neutréfilos,
pero también los gérmenes como la Candida (37,38).
Los mecanismos de evasion que usan los agentes
patégenos han sido objeto de reciente atencién. Lo
mismo sucede con los mecanismos de la respuesta
inmunolégica que al parecer siguen el esquema
oscilante del “Yin-Yang”, donde una respuesta de
reconocimiento puede ser destructiva para el parasito
o todo lo contrario (35,39-45).

La biologia es multifactorial. El estudio de la
interaccion de diversas enfermedades en un mismo
paciente al mismo tiempo o sucesivamente, ha tenido
un especial renacer con el conocimiento de lo que
ocurre en los trasplantes y en el SIDA.

El conocimiento de las funciones de las paredes
celulares de los microorganismos en lo que se
refiere a la interaccién huésped/pardsito, ha sido
objeto de nuestra preferente atencion. Estudios
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recientes refuerzan este interés, lo cual se ilustra
con lo informado sobre las paredes de Nocardia,
Paracoccidioides y Candida (46-48).

Los antiguos buscaban mediante la teoria de
los humores, entender al ser humano como un
todo interrelacionado en la salud y la enfermedad.
Expresada a grandes rasgos sin el conocimiento de los
procesos que interaccionan, esta teoria pareceria ser
una simple elucubracién sin uso prictico. La ciencia
moderna compartamentalizé subdividié y analizé lo
conocido. Ahora bien, si los antiguos no pudieron
ver claramente toda la verdad, quiza si vislumbraron
el contorno de la misma. Un articulo reciente nos
permite ver un detalle excitante como el de una dama
que apenas levanta la punta de su vestido (49).

En este sentido, ha aparecido en el nimero del 11
de enero del 2013 de la revista Science, una seccién
especial llamada “Inflamacion”. En ella, cuatro
revisiones fundamentales se ocupan de facetas de
este enfoque de integracién. A saber: el Yin-Yang
inflamatorio,el rol de lamicroglia,el comportamiento
leucocitario en la ateroesclerosis, el infarto miocardico
y lainsuficiencia cardiaca, la terapia antiinflamatoria
en las afecciones crénicas y la accién pleiotropica de
la resistencia a la insulina y de la inflamacién en la
homeostasis metabdlica.

No es este el sitio para analizar o siquiera resumir
esta interesante serie de trabajos, sino solo sefialar
la congruencia de ellos con la visiéon que he venido
presentando (50-54).

Losrecientes avances aclaran en parte detalles de la
interaccién células /hongo y en general la interaccion
entre pardsitos intracelulares y estirpes celulares
diversas. Sin embargo, no hay ain una doctrina
central y clara que permita predecir la evolucién de
una interaccion dada ni intervenir de una manera
programable enella. Se exceptiialaaccion de agentes
terapéuticos que matan o dafian los microorganismos
causales (Anfotericina B por ejemplo) y escasas
vacunas como el BCG y combinaciones de este. En
lo referente a la paracoccidioidomicosis esto ha sido
resumido recientemente (55,56).

Se ha adelantado mucho en la comprension de las
propiedades de los neutréfilos en el poder letal sobre
los eucariotes y en el interesante desenvolvimiento
que va desde la producciéon de los neutréfilos en
la médula 6sea, su interaccion con los endotelios
vasculares tanto en su entrada a los vasos como en
su escape de ellos. También, en su activacion vis a
vis el germen causal y en el poder letal dentro del
fagocito pero también y esto, es muy importante,
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fuera de él. Aqui se introduce el concepto dramatico
parami,de los NETS (Neutrophil extracelular traps)
los cuales son componentes, sobre todo nucleares, de
los neutréfilos que son expulsados fuera de ellos y
liquidan amicroorganismos invasores. Se comportan
como “bombas en racimo” (cluster bombs) de la
guerra contemporanea (57-59).

De interés y satisfaccién para nosotros es el
concepto creciente de la intervencién crucial e inicial
del neutréfilo en el procesamiento de parasitos asi
como de la transmisidn, via fagocitosis pero también
por otras vias, del resultado del procesamiento
neutrofilico al macréfago. Asimismo es de notar
el efecto de los macréfagos sobre la activacion
neutrofilica. Es también excitante el conocimiento
delapresenciade subpoblaciones de macréfagos y de
su activacion diferencial dependiendo de factores de
procesamiento neutrofilico pero también de la accién
de linfocitos de variados tipos y de sus linfoquinas.
Todo ello hace que lo que inicialmente presentamos y
entendiamos como un pas de trois, parezca méas bien
un ballet de grupo numeroso. Una danza de cosacos
donde cuesta trabajo visualizar tras los variados
saltos y movimientos la trama fundamental del
ballet y quiénes son en verdad los actores principales
(32,60,61).

Esta claro que en la paracoccidiodomicosis (y en
otras enfermedades) hay factores adicionales que
juegan un importante papel. El sexo femenino es
protector en la paracoccidioidomicosis. Se tratade un
fenémeno hormonal. Laprevalenciadelaenfermedad
en nifios y nifias prepuberes es comparable. No asi
en las personas puiberes donde las mujeres son mucho
menos afectadas que los hombres (62).

La afeccién por virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) ocasiona que las personas afectadas
por la paracoccidioidomicosis, sean mas jovenes,
tengan formas mas graves y de progresién mas rapida.
Asimismo laproporcion de pacientes con antecedentes
de labores agricolas es menor en los infectados con
HIV que en los que no tienen esa infeccion. No
obstante, los pacientes HIV positivos responden al
tratamiento antimicético de forma comparable a la
de personas HIV negativas. Sin embargo, presentan
mas recidivas (63).

No esta claro (mads alla de lo anotado arriba) si
las formas de adquisicion de la enfermedad en HIV
positivos y HIV negativos son diferentes o no.

El P.brasiliensis esunhongo cultivable,se conocen
muchas cepas las cuales tienden a perder virulencia
con los subcultivos. La virulencia puede recuperarse
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mediante pasajes a través de animales (ej: ratones) y
por cultivos en medios con suero. Hay una relacién
entre la patogenicidad del hongo y la estructura de
la pared del mismo (alpha 1-4-glucan). No obstante
no hemos podido revisar estudios gendmicos
detallados que permitan tener una visién precisa de
los marcadores de patogenicidad de los aislados ni de
larelacién entre las formas clinicas y esos eventuales
marcadores.

Ni nuestros estudios ni los que hemos revisado, se
han hecho estudiando en todos los casos lainteraccion
de hongos aislados de un paciente dado con los
fagocitos de este. Los conceptos de “cepa patdogena”
se refieren a las caracteristicas clinicas del caso del
cual se aisl6 el Paracoccidioides y a la presencia de
patogenicidad frente a animales experimentales (ej:
ratones). No hicimos comparacién entre los valores
de las capacidades digestivas de las células de un
individuo dado frente al hongo que lo infectaba con
lo que ocurria ante otra cepa de Paracoccidioides.

En suma, no presento a Uds. un cuadro terminado
que sirva como doctrina establecida y parametro de
enseflanza. Presento a Uds. mds bien un mapacomo el
que los exploradores y cartdgrafos espafioles hicieron
de la América en el siglo XVII o quiza a fines del
XVI. Uncontorno general aprendido laboriosamente
por varios otros exploradores y cartégrafos. Aqui
y alla hallazgos personales que detallan contornos
antes difuminados y corrigen lineas dibujadas con
otros trazos. En uno u otro sitio se sefialan nuevos
accidentes geograficos o algunabahiainteresante oun
estrecho que pudiera navegarse. El mapa completo
estaba aun por ser trazado pero lo que ya se tenia era
digno de estudio y util en la navegacion.
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RESUMEN

Se presenta una revision de las anemias hemoliticas
congénitas por deficiencia de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa que incluye aspectos epidemioldgicos,
estructura de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
genética molecular, patron de herencia de la deficiencia,
implicaciones clinicas tales como crisis hemoliticas
precipitadas por drogas oxidantes e infecciones, anemias
hemoliticas cronicas, ictericia y kernicterus neonatal,
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y malaria, enfermedad
granulomatosa cronica secundaria a la deficiencia

Gac Méd Caracas

de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, variantes de la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa a escala mundial
y métodos diagndsticos. Asimismo se presentan los
hallazgos clinicos, bioquimicos e inmunologicos de 396
pacientes deficientes en glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
estudiados por el autor durante varios afios y extraidos
de un conjunto de 2 586 pacientes con diversos tipos de
anemias referidos al Instituto de Oncologiay Hematologia
(Ciudad Universitaria de Caracas) y a la Clinica El Avila
con el objeto de hacer el diagndstico de la etiologia de la
anemia. Se describen 2 familias venezolanas con anemia
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